PCT WELTOROA^A^ONmRGKSTTOES EIGENTUM \Q>£>&? 

J£™* NATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DFM VFRTBArSro rut: 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF D^Gm^DKPATO^^f^ 



(51) Internationale Patentklassifika tion 6 

C07K 16/28, A61K 39/395, G01N 
33/577, 33/574 



Al 



(11) Internationale Veroffentiichungsni 

(43) Internationales 

VerofTetitllchungsdatuin : 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE98/01409 

(22) Internationales Anmeldedatum: 22. Mai 1998 (22.05.98) 



(30) Priori tiitsda ten: 
197 21 700.1 



23. Mai 1997 (23.05.97) 



(71) Anmclder (fur atle Bestimmungsstaaien ausser US): 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM 
STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS [DE/DE] 
Im Ncuenheimer Fcld 280, D-69120 Heidelberg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Rrfinder/Anm elder (nurfur US): LITTLE, Mclvyn [GB/DE]- 
Fntz-von-Briesen-Strasse 10. D-69151 Neckargetntad 
(DE). KIPRIYANOV, Sergey [RU/DE]; Furtwtaglerstrasse 
3, D-69121 Heidelberg (DE). MOLDENHAUER, Gerhard 
[DE/DE]; BrOckensirasse 41, D-<59120 Heidelberg (DE). 

(74) Anwalf. HUBER, Bernard; Huber & SchOBler, Truderinger 
Strassc 246. D-81825 MOnchen (DE). 



WO 98/52975 

26. November 1998 {26. 1 1 .98) 



(81) Bestimmungsstaateo: JP, US, europSisches Patent (AT BE 
CH, CY. DE, DK, ES, PL FR, GB, GR. IE, IT, LU.MQ 
Nl*, PT, SB). * 



Verofrentlicht 

Mit inttrnationaUm Reckerckenbericht. 
Vor Ablaufderfilr Anderungen der Ansprticke zugeiassenen 
Frist; Veroffentlichung wird wiederhoit falls Anderungen 
eintreffen. s 



(54) Title: MUTATED OKT3 ANTIBODY ~ ~ ~ " 

(54) Bezeichnung: MUTIERTER OKT3-ANTIKORPER 
(57) Abstract 

The invention relate, to an HI 00 A position point-mutated OKT3 antibody, and to a method for the production and use thereof. 
(57) Zusammenfassung 

durch ™ P-ictmutation an Position H.00A mutierten OKT3-An tik 6rper. Verfahren , 
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Mutierter OKT3-Antik6rper 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen durch eine Punktmutation an Position 
H100A mutierten OKT3-Antik6rper, Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine 
Verwendung. 

OKT3 ist ein aus Maus stammender monoklonaler Antikorper vom IgG 2a-Typ, 
der ein Epitop einer e-Untereinheit des menschlichen CD3-Komp!exes erkennt 
(Kung et al., Science 206, S. 347-349 (1979); Van Wauwe et al., J. Immunol. 
124, S. 2708-2713 (1980); Transy et al., Eur. J. Immunol. 19, S. 947-950 
(1989)). Das Verfahren, den monoklonalen Antikorper aus dem entsprechenden 
Hybridom zu erhalten, ist in diesen Druckschriften im Detail beschrieben. AuSer- 
dem wurde die OKT3 produzierende Hybridomazellinie am 26. April 1979 unter 
der ATCC-Nummer CRL 8001 bei der American Type Culture Collection, 1 2301 
1 5 Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852 von der Inhaberin des EP-Patents 0 018 
795 hinterlegt. OKT3 wird seit langem benutzt, urn eine T-Zellantwort zu unter- 
driicken und dadurch die AbstoGung von Transplantaten zu verhindern (Thist- 
lethwaite et al., Transplantation 38, S. 695-701 (1984); Woodle et al., Trans- 
plantation 51, S. 1207-1212 (1991)). Andererseits kann durch OKT3 auch eine 
T-Zell-Aktivierung und Proliferation ausgelost werden, die Effektorzellen anregt, 
was bei der adoptiven Krebs-lmmuntherapie eingesetzt werden kann (Yannelly 
et al., J. Immunol. Meth. JL S. 91-100 (1990)). OKT3 wurde sowohl alleine als 
auch als Komponente eines bispezifischen Antikorpers eingesetzt, urn cytotoxi- 
sche T-Lymphozyten gegen Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen zu richten 
25 (Nitta et al.. Lancet 335, S. 368-376 (1 990); Sanna et al., Bio/Technology 13, 
S. 1221-1224 (1995)). AuSerdem sind auch humanisierte Versionendes OKT3- 
monoklonalen Antikorpers, die in COS-Zellen exprimiert wurden, bekannt (Wood- 
le et al., J. Immunol. 148, S. 2756-2763 (1992); Adair et al., Human. Antibod. 
Hybridomas, S. 41-47 (1994)). Bisher bestand aber das Problem, daS OKT3 
30 keine ausreichende Stabilitat aufweist und inbesondere sich nicht in bekannten 
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rekombinanten Expressionssystemen stabii und in genugender Menge exprimie- 
ren laBt. 



Die Aufgabe der vorliegenden Erf.ndung bestand deshaib darin, OKT3 rekom- 
binant zu exprimieren und einen Antikorper zu erhalten, der eine befriedigende 
Stabilrtat aufweist. 

Die Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspruche gelost. 

Von den Erfindern wurde gefunden, daB durch Einbringen einer Punktmutation 
an Position H100A der Aminosauresequenz von OKT3 die Stability um ein 
Vielfaches zunimmt. Diese Punktmutation betrifft den Austauch von Cystein 
gegen eine andere polare Aminosaure, bevorzugt Serin, in der Aminosaurese- 
quenz von OKT3. 

Zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Antikdrpers wird von mRNA aus frisch 
subklonierten Hybridomazellen von OKT3 ausgegangen. Die cDNA wird nach 
den dem Fachmann bekannten Methoden, die beispielsweise in Dubel et al., J. 
Immunol. Methods 175, S. 89-95 (1994) beschrieben wurden, hergestellt. Die 
fur die variable Domane der leichten Kette kodierende DNA kann mittels PCR 
unter Verwendung geeigneter Primer, z.B. mittels der Primer Bi5 and Bi8, die an 
den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der *-Kette und die "Frame- 
work 1 (FRD-Region der variablen Domane der *-Kette hybridisieren, hergestellt 
werden {Dubel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, die fur die 
variable Domane der schweren Kette codiert, konnen beispielsweise der Primer 
Bi4, der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der K-Kette 
hybridisiert (Dubel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1- 
Region der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al.. Tumor Targeting 1, S. 
107-1 14 (1995), verwendet werden. 

Die amplifizierte DNA wird danach in einen fur die Sequenzierung und fur "site- 
specific mutagenesis" geeigneten Vektor, wie er dem Fachmann bestens be- 
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kannt sind, inseriert. Beispielsweise kann der von der Firma Stratagene ver- 
trieb'ene Vektor pCR-Skript SK( + ) verwendet werden. Mutation n werden in der 
von OKT3 stammenden v H -Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific 
mutagenesis") eingebracht. Die dafur notwendigen Bedingungen sind dem 
Fachmann bekannt, beispielsweise auch in Kunkel et al., Meth. Enzymol. 154, 
S. 367-382 (1987) beschrieben. Die Aminosauresubstitution an der Position 
H100A von OKT3 (Austausch von Cystein) wird geeigneterweise unter Ver- 
wendungdes Primers SKI 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC durchgefuhrt, 
falls ein Austausch gegen Serin an dieser Position ausgefuhrt werden soil. 



Die so veranderte DNA kann danach in einen Vektor bzw. Expressionsvektor 
kloniert werden. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines 
Expressionsvektors sind dies pGEMEX, pUC-Derivate oder pET3b. Fur die Ex- 
pression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpad 1 zu nennen, wahrend fur die Ex- 

15 pression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 anzugege- 
ben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders der Baculo- 
virus-ExpressionsvektorpAcSGHisNT-1. Die Expression in E. coli ist erfindungs- 
gemaS bevorzugt, wofur vorzugsweise der in Fig.1 gezeigte Vektor pHOG21 
(Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196, S. 51-62 (1996) eingesetzt wird, 

20 worin das mutierte OKT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI DNA-Fragment 
insertiert ist. Es kommt zur Expression eines an der Position 100 A (Kabat- 
Nummerierungssystem) mutierten einzelkettigen Antikorpers OKT3, der die in 
Fig. 2 gezeigte Sequenz aufweist. 

25 Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn eine in einem Expressionsvektor vor- 
liegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die E. coli- 
Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM109, BI21 und SG 13009, den 
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 3T3, FM3A, 
CHO, COS, Vero und Hela sowie die Insektenzellen sf9. Bevorzugt ist die Ver- 

30 wendung der von der Firma Stratagene vertriebenen XL1-Blue E. coli-Zellen. 



Fachmann weiS, in welcher Weise eine DNA in einen Expressionsvektor 
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inseriert warden muS. Ihm ist auch bekannt, daB diese DNA in Verbindung mit 
einer fur in anderes Protein bzw. Peptid kodierenden inseriert werden kann, so 
daB die DNA in Form eines Fusionsproteins exprimiert werden kann, beispiels- 
weise in Form eines His-Fusionsproteins. Die dafur notwendige Information ist 
im vorzugsweise verwendeten Plasmid pHOG21 enthalten. Weiter kann die 
mutierte Form von OKT3 in Form eines bispezifischen Antikorpers, z.B. in 
Verbindung mit einem Antikorper gegen menschlichen CD1 9-Komplex vorliegen. 
Die Sequenz eines solchen bispezischen Antikorpers ist in Fig. 3 gezeigt. 

ErfindungsgemaBe Antikorper zeichnen sich dadurch aus, daB sie mittels rekom- 
binanter Methoden in ausreichender Menge hergestellt werden konnen und eine 
im Vergleich zum unmutierten monoklonalen Antikorper OKT3 groBere Stabilitat 
aufweist. Diese auBert sich beispielsweise darin, daB der mutierte Antikorper 
auch noch nach einem Monat Lagerung bei 4°C in PBS kaum von seiner ur- 
sprunglichen Bindungsaffinitat eingebuSt hat, wohingegen OKT3 unter diesen 
Bedingungen bereits deutlich an Bindungsaffinitat verioren hat (46%) . AuBerdem 
hat der erfindungsgemaBe Antikorper den Vorteil, daB er als Einzelkettenantikor- 
per (scFv) eine schnellere Blut-Clearance und eine bessere Tumorpenetration 
aufweist. Weiter sind ScFv's sehr nutzliche Molekule, urn Arzneistoffe, Toxine 
Oder Radionuklide an Tumorstetlen zu bringen, was in der Tumordiagnostik und - 
therapie wichtig ist. 

Die vorliegende Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben. 

Fig. 1: Plasmid pHOG21 

wobei die verwendeten Abkurzungenfolgende Bedeutungen haben: 
Ap R : Ampicillin-Resistenzgen 

c-myc: Sequenz codierend fur ein Epitop, das durch 
den monoklonalen Antikorper 9E1 0 (Cambridge 
Research Biochemicals, Cambridge, GroBbritan- 
nien) erkannt wird 

ColE1: Ursprung der DNA-Replikation 
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fl IG: Intergene Region des f1-Phagen 

His 6 : Sequenz codierend fur 6 Histidinreste 

linker: Sequenz codierend fur 1 7 Aminosauren, die die 

v H - und v L -Domane verbindet 
pelB: Signalpeptidsequenz fur bakterielle Pektatlyase 

P/O: Wildtyp-Lac-Promotor/Operator 

Fig. 2: Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des mutierten 
OKT3-Einzelkettenantik6rpers 

Fig. 3: Bispezifischer Antikorper zusammengesetzt aus mutiertem OKT3 
und anti-CD 19 



Die Erfindung wird weiter anhand des Beispiels erlautert. 

BEISPIEL 1 : Herstellung eines erfindungsgemaBen Antfkorpers 

Die Isoloation von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von OKT3 
und die cDNA-Synthese wurde, wie in "Dubel et al., J. Immunol. Methods 175. 
S. 89-95 (1994)" beschrieben durchgefuhrt. Die fur die variable Domane der 
leichten Kette kodierende DNA wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer 
Bi5 and Bi8, die an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /c-Kette 
und die "Framework 1 (FRD-Region der variablen Domane der /c-Kette hybridis- 
ieren, hergestellt (Dubel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, 
die fur die variable Domane der schweren Kette codiert, wurde der Primer Bi4, 
der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der y-Kette hybri- 
disiert (Dubel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1 -Region 
der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al., Tumor Targeting 1, S. 107-114 
(1995), verwendet. Das 50 j/l Reaktionsgemisch enthielt 10 pmol jedes Primers 
und 50 ng Hybridoma cDNA, 100//M jedes der dNTPs, 1 x Vent-Puffer (Boehrin- 
ger Mannheim), 5 /jg BSA und 1 U Vent DNA-Polymerase. Es wurden 30 Zyklen 
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je 1 Minute bei 95°C, 1 Min. bei 55°C und 2 Minuten bei 75°C in einem PCR- 
Thermozykler durchg fuhrt. Die amplifizierte DNA wurde mit inem QIA-quick 
PCR-Reiningungskit (Qiagen, Hilden) gereinigt. 

5 Die amplifizierte DNA wurde danach in den von der Firma Stratagene vertriebe- 
nen Vektor pCR-Skript SK( + ), der mit dem Restriktionsenzym Srfl geschnitten 
worden war, "blunt-end" ligiert. Mutationen wurden in der von OKT3 stammen- 
den v H -Domane durch gerichtete Mutagenese {"site specific mutagenesis") 
eingebracht (Kunkel et al., Meth. Enzymol. 154. S. 367-382 (1987)). Die 
10 Aminosauresubstitution an der Position H100A von OKT3 (Austausch von 
Cystein gegen Serin) wurde unter Verwendung des Primers SK1 5'-GTAGT- 
CAAGGCTGTAATGATCATC durchgefuhrt. 

Fur die Expression der erhaltenen mutierten DNA wurde der in Fig.1 gezeigte 

15 Vektor pHOG21 (Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196 . S. 51-62 (1996) 
eingesetzt, worin das mutierte OKT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI 
DNA-Fragment inseriert ist. XL1-Blue E. coli-Zellen (Stratagene) wurden mit 
diesem Expressionsvektor transformiert und uber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 
/vg/ml Ampicillin und 100 mM Glucose (2xYTq A ) bei 37°C wachsengelassen. 

20 Verdunnungen (1 :50) der Obernachtkulturen in 2xYT GA wurden bei 37°C unter 
Schiitteln bei 37 °C wachsengelassen. Sobald die Kulturen OD^ = 0,8 erreich- 
ten, wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 1500 g fur 10 Minuten and 
20 °C pelletiert und im gleichen Volumen frischem 2xYT-Medium enthaitend 
50//g/ml Ampicillin und 0,4 M Sucrose resuspendiert. Es wurde IPTG auf eine 

25 Endkonzentration von 0,1 mM zugesetzt und das Wachstum bei Raumtempera- 
tur fur 20 Std. fortgesetzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000g fur 
10 Minuten und 4°C geerntet. Der Kulturuberstand wurde auf Eis aufbewahrt. 
Urn losliche periplasmatische Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten 
Bakterien in eiskaltem 50 mM Tris-HCI, 20% Sucrose, 1 mM EDTA, pH 8,0 (5% 

30 des Ursprungsvolumens) aufgenommen. Nach einer Stunde Inkubation auf Eis 
mit gelegentlichem Ruhren wurden Spheroplasten bei 30000 g fur 30 Minuten 
und 4°C abzentrifugiert, wobei der losliche periplasmatische Extrakt als Ober- 
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stand und die Spheroplasten plus unlfisliches peripiasmatisches Material als 
Pellet anfi len. D r vorstehend auf Eis aufbewahrte Kulturiiberstand und der 
losliche periplasmatische Extrakt wurden kombiniert und durch eine zusatzliche 
Zentrifugation {30000 g, 4°C, 40 Min.) geklart. Nach Filtrationen durch Glasfil- 
ter mit einer PorengroBe von 10-16 //m und dann 0,2 //m wurde das Volumen 
10-fach durch Konzentration mit Amicon YM10 Membranen (Amicon, Witten). 
Der konzentrierte Uberstand wurde durch Zentrifugation geklart und gegen 50 
mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 bei 4°C dialysiert. Immobilisierte Metall-Affini- 
tatschromatografie (IMAC) wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule 
von chelatisierender Sepharose (Pharmacia) beladen mit Ni 2+ und equilibriert mit 
50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) durchgefuhrt. Auf der Saule 
adsorbiertes Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, 250 mM Imidazol, 
pH 7,0 eluiert. Nach Pufferwechsel zu 50 mM MES, pH 6,0 wurde das Protein 
weiter auf einer Mono S lonenaustauschsaule (Pharmacia) gereinigt. Der erfin- 
dungsgemaBe gereinigte scFv-Antikorper wurde in PBS (15 mM Natrium- 
phosphat, 0,15 M NaCI, pH 7,4) dialysiert. Fur einen langere Aufbewahrung 
wurde der AntikSrper in Anwesenheit von BSA (Endkonzentration 10 mg/ml) 
eingefroren und bei -80°C gelagert. 
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Patentanspruche 



1 ) Monoklonaler Antikorper gekennzeichnet durch einen Austausch von Cy- 
stein gegen eine andere polare Aminosaure an Position H100A des unter 
der Bezeichnung bekannten Antikorpers OKT3. 

2) Monoklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daS die polare Amino- 
saure Serin ist. 

3) Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dafS dieser die in Fig. 2 angegebene Sequenz aufweist. 

4) Verfahren zur Herstellung des monoklonaler Antikorpers nach einem der 
Anspruche 1 bis 3 gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

a) Gewinnen von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von 
OKT3 und Umschreibung zu cDNA 

b) Amplifikation der fur die variablen Domanen der leichten und 
schweren Kette kodierenden DNA mittels PCR unter Verwendung 
geeigneter Primer, 

c) Klonierung der unter b) erhaltenen DNA in einen zur gerichteten 
Mutagenese geeigneten Vektor sowie Einfuhrung der gewunschten 
Mutation unter Verwendung geeigneter Primer, 

d) Insertion der unter c) erhaltenen mutierten DNA in einem Expres- 
sionsvektor und Expression in einem geeigneten Expressionssy- 
stem. 
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5) Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt b) verwendeten Primer 
Bi5, Bi8, Bi4 und Bi3f sind. 

6) Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei der in Schritt c) verwendete 
Vektor pCR-Skript SK( + ) ist. 

7) Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6, wobei in Schritt c) der 
Primer SKI 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC verwendet wird. 

8) Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 7, wobei der in Schritt d) ver- 
wendete Expressionsvektor pHOG21 ist. 

9) Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 8, wobei die Expression in 
XL1-Blue E. coli-Zellen erfolgt. 

1 0) Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspriiche 1 
bis 3 zur Verminderung oder Ausschaltung einer TransplantatabstoBung 
durch einen Organtransplantatempfanger. 



11) 



Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspriiche 1 
bis 3 in der Tumordiagnostik oder -therapie. 
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ERSATZBLATT (RE6EL 26) 
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RBS PelB leader 

131 GAATTCATTAAAGJ^GGAG,AAATTAACCAT GAAATACXTTATTGKXTTACGGCAGC!CGCT<33CT 
l^MKYLLPTAAAG 
Pstl 

Ncol ♦ Pvull VH anti.mi 

192 wnrao^^ 

12^LLLLAAQPAMAQVQLQQSGAE 
Frame-M 

254 CTCGCAAGACCTGGGGCCTCAG^ 

LARPGASVKMSCKASGYTFT R 
CDR -«1 Frame-H2 
316 GTACACGATGCACTGGGTAAAACAC^GGCC^ 

53 ' YTMHWV KQR PG QGLEWIG ~T 

CDR-H2 

WKCTAecCGTGGmTArTAAm e *>n.r,ax AQWP » mail . 1MYVV , lt 

73MNPSRGYTNYNQKFKDKA 
Frame-H3 

429 CATTGACTACAGACAAATCCTCC^GCa.CAGCCTACATGCAAC^ 
91>T LTTDKSSSTAYMQLSSLTSE 
Pstl COR H3 

491 GACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAT AT'PATGATGATCAT'raranrr'Tmr!^^^ 
112 ► DSAVYYCAR YYDD H YSLDY 
Frame-H4 qui Himiin v i r 

548 TOGGGOCAAGC^^ 

131> WGQGTTLTVSS. AKTTPKL EEC 



EcoRV 



Mlul VL anti-CD3 Frame-L1 

61 ° TCA^.TTTTCAOAAGCACGC GTAGATATCGTGCTCACTCAGTX^CAGC^ 

151 ► EFSEARVDIVLTQS PAIMSA 

Pstl CDR-L1 
672 CTCCAGGGGAGAAGGTCACC^TGACCTGC AGTGCCAGCTOAanTGTAAGTTA CATr^ 
172 > S PGEKVTMT CSASSSVSYM 

Frame-L2 CDR , 2 
129 A^TGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCXZAAAAGATGGATTTAT GAC AC ATCC A A ft 
191>N WYQQKSGTSPKRWIY ~D T i iT 

788 gTGGCTTCT GGAGTaX7K3CTCACT^^ 

211> LASGVPAHFRGSGSGTSYSL 

848 ACAATCAGCGGCATGC^GGCTGAAGATGC^ 

231> TISGMEAEDAATYYC Q Q W S S 

Frame-L4 C kappa 

907 7 AAC C C ATT CAC G TTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAC CG 

250> N P F TFGSGTKLEINRADTAP 

BamHI c-myc epitope Hjs6 ta| -, 

III . BACTC^TCCGAACAAAAC^ATTTCAGA^ 

270^ TGSEQKLISEEDLNS H H H H H 



Xbal 

1029 acTAATCTAGA 
291>H • 

Fig. 2 

ERSATZBLATT(REGEb26) 
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EcoRI RBS PelB leader 

1 GAATTCMTAAAGAGGAG^ 

l^MKYLLPTAAAGLL 

_ Ncol ♦ VH anti-CD3 Frame-Hi 

67 CTGCTGGCAGCTCAGCCXSGCCATCSGCXXLAGGTQ^ 

LLAAQPAMAQVQLQQSGAELAR 

134 CTGGGGCCTCAGTGAAGATGTC G C A 

36>PGASVKMSCKASGYTFT R Y T M H 
Frame-H2 CDR Hp 

198 CTGGCTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGT^^ 

57> WVKQRPGQGLEWIG Y I N~i i r q 

^TATACTAATTACAATCAGAAGTTCAftGGftr AAGGCCACAT^CTA^C^ 
78 ► Y T N Y N Q K F K D KATLTT DK "ss' 
323 CX^CAGCCTACATGCAACK^GCAGCCTGACATCTGA 
99 ►s TAYMQ L S S L. TS E D S AVYYCA RY 
CDR-H3 Frame-H4 
T TATGATGATCATTACAGCCTTGACT A ^TGGGGCCAAGGCACXACTCTCACAGTCTCCTCAG 
121^ YDDHYSLDYWGQGTTLTVSS" 

CH1 Linker VL anti-CDl9 Frame-Li 

452 CCAAAACAACACrC AAGCrTGgCGggGATATCTTGCTCACCCAAACTC 

142>A KTTP KLGGDILLTQTPASL A V 
517 TCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAA GGCCARPP & A * n^n.^l^l^^r^ & 
164> SLGQRATISC KASQSVDYDGD 
Frame-L2 

579 TAGTTATTTGAAC TGGT AC CAACAGATTCCAGGACAGCCAC C CAAACTCCTCATCTATG A T G C A 
184 ► S Y L NWYQQIPGQPPKLLIY ~D A~ 

CDR-L2 Frame-L3 
643 TCCAATCTAGTTTCTGGGATCCCACCCAGGTTTAG^ 

206> S N L V SGIPPRFSGSGSGTDFT 

TCAACATCCATCCTGTGGAGAAGGTGGATGCTG^ 
'LNIHPVEKVDAATYH C Q Q S T E D 



707 
227 

Frame-L4 q kappa Notl 

771 TCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA 

248> PWTFGGGTKLEIKRADAA AAGS 
c-myc epitope His6 tai , Bqlll 

_ac7A A 2 H fZf T*ci a r nr^ r nr t a n a a /n » » « aahti ■» -» — .» 3 

899 CT 



„ Q c-myc epitope His6 tail Ball) 

838 GAA CAAAA GC TGA TCTCA GAA GAA GA CCrAAACTC ACATCACCATCACCATCAG T A A AHAT 
27l> EQKLISEEDLNSHHHHHH. 



Fig. 3 
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Bglll RBS Pel B leader 

TATTG 

P T A A A G L 

ti-CC 

13»L LLAAQPAM A^TTTT^Q Q S G A E L V 



Bglll RBS Pel B leader 

1 AGATCTATTAAAGAGGASAAATTAACCATGAAATACCTATT^ 

3>MKYLLPTAAA«t. 



Nco1 ♦ VH anti-CD19 Fram . H1 

65 TGCTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCATGG^ 

AQPAMAQVQL0OSf:ai7T TT 

SAGGCCTGGG'I 
R P G 

3ATGAACT GC ^ 

55> M N W V K Q R P __ G " Q~TT E^W 1% Q I W p 



129 GAGGCCTGGGTCCTCAGTGAAGATTTCC^ 

34> RPGSSVKISCKASGYAFSS YW 
Frame-H2 

192 GATGAA^TGGGTGAAGCAGAGGCCTGG^ 
55» MNWVKQRPGQGLEWIG Q I W P 
CDR-H2 

253 GGAGATGGTGATACTAACTACAATGGAAA q TTCAAGGgTA aa^^r.^;^^^ 
76 ►G D G D T N Y N G K F K G K ATLTA 
Frame-H3 

310 GACGAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTAGCA 
95^DESSSTAYMQLSSLASEDSAV" 

CDR-H3 

374 ATTTCK?IXXaAGACGQGAGACTACaArfln TAGQC 

116V Y FCARRETT T V G R Y Y Y A M D 

Frame-H4 C H1 Linker 

431 ACTGGGGTCAAGGAAC^ 

135>Y WGQGTSVTVSSAKTTPK L G G 

VL anti-CD3 Frame-L1 
493 GATATCGTGCTCACTCAGTCTCCAGCAATCA^ 

156> DIVLTQSPAIMSAS PGEKVTM 
CDR - L1 Frame-L2 
55 \ CCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTAn A Tna a rTramarv^^,^ ^ITr^CCCT.CC 
177 ►T CSASSSVSYMNWYQQKSGT 
CDR-L2 

616 TCCCCCAAAAGATGGATTTAT GAC ACATCC A A ArTGGCTTCT Hr.AfyTYYrrOTr^nT- 
197 ► SPKRWIYDTSKLASGVPAHF 
Frame-L3 

676 AC305GCAGTGG(?rCTGGGACCTOT 

217 ► RGSGSGTSYSLTI SGMEAEDA 
CDR-L3 Frame-L4 
740 CCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAG'PAR'P A fcCCCATTCArg Pimr-ima« an * ^ 
238>A TYYCQQWS SN P F TFGSGTK 

799 TTGGAAATAAACCGGGCT^TACTGCACC A ArTGGATCC GAA CAAAA GC TGATCTCAGAA 
258* LEINRADTAPTGSE Q K L I S E 

His6 tail Xbal 
859 GAA GA CC rAAACTCA C^TCACXZATCACC ATTar Ta aTrra^a 
278^ EDLNSHHHHHH. 



Fig. 3 (Fortsetzung) 
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